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EMULSION IMMUNOSTIMULANTE 

^invention conceme le domaine des vaccins et plus.particulidrement les 

S adjuvants de vacdns. 

Les vaccins, qu*ils soient prophylactiques ou thSrapeutiques, sont 
destines a stimuler le syst^me immunitaire de Forganisme humain ou animal 
auquel ils sont admlnistrSs, la reponse du systeme immunitaire pouvant &tre 
soit une reponse de type humorale (production d*anticorps), solt une rSponse 

0 Be type cellulaire, soit encore une combinaispn des 2 types de reponses. De 
fa^on ciassique. depuis de nombreuses annees, la vaccination a oonsiste k 
administrer d un organisme une version non pathogdne d'un micro-organisme 
de fagon d preparer le systeme immunitaire a rdagir efficacement dans le cas 
o£i i'organtsme serait amend ultirieurement k rencontrer le mdme micro- 

S organisme, dans sa version pathogdne. L'antig&ne adminlstrd lors de la 
vaccination peut.6tre de diffdrentes natures : micro-organisme tu6 entier ou 
fragmente, souche vivante attdnuie du microK)rganisme, fractions 
antigeniques du micro-organisme ou encore potynudeotides susceptlbies de 
conduire & {'expression par Forganisme d'une fraction antigenique. 

0 Oepuis ddjd iongtemps, on a cherchd k augmenter la rdponse du 

systdme immunitaire ou d modifier sa nature, non pas simplement en agissant 
sur rantigdne administre ou sur son mode d'administration, mais egaiement en 
tui adjoignant des substances * immunostimulatrices ou adjuvants. Depuis 
radguvant complet de Friaund. de nombreux produits ont et6 testes, notamment 

5 des sels mineraux (tels que le chlomre de zinc, le phosphate de caldum, 
I'hydroxyde tfaluminlum ou encore le phosphate d'aluminium par exempie). des 
saponines, des polymeres, des lipides ou des fractions lipidiques( Upide A, 
Monophosphoryl Lipid A),...Btc. Dependant, peu d'entre eux presentent toutes 
les caractSristiques souhaitees : &tre de bons immuno-adjuvants, stables, mais 

0 sans risque de toxicite. 

On connalt' d'autre part, par la demande WO 96/02555. des 
oligonudtotides pouvant avoir une activity immunostimulatrice, ces 
oligonudtotides pouvant §tre administrds comma adjuvant vacdnal. Cette 
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reference mentionne egalement la possibilit6 d'associer a ces oligonucleotides 
par liaison ianique, covalente ou .par encapsulation, des moyens pour cibier 
radministration de roligonucleotide. De tels moyens peuvent §tre notammenl 
constitu§5 de sterol, de lipide (par exemple un iipide cationique. un virosome 
5 ou un liposome) ou un agent de liaison sp§cifique d la cellule-cible (par 
exemple un liant reconnu par un recepteur sp6crfique de la cellule-clble). Cette 
demande mentionne encore, pamni toutes les variantes d'utilisation des 
polynuddotides decrits, la possibilite de les administrer en oonjonction avec un 
v^icule porteur pharmaceutiquement acoeptable. Cette demande n'Identifie 

10 pas de v6hicule comme 6tant d'un Intdr&t particuller mais en donne une Itste 
indicative et cite A cet Sgard notamment les solutions, les solvants, les milieux 
de dispersion, les agents-retard, les Emulsions et autres; Tutilisation de tels 
milieux pour des substances pharmaceutiquement actives 6tant mentionnde 
comme §tant bfen connue dans ce domaine. 

15 Selon Tenseignement de ce document, la quantitd tfollgonucltotides 

adminlstrte doit retre en quantity suffisante pour realiser I'effet blologique 
recherchd. 

Or, les auteurs de la presente invention ont trouvS que, de fagon tout k 
fait inattendue, il etait possible tfaccroltre fbrtement I'effet immunoadjuvant 
20 tfun oligonucleotide, sans 6tre oblige d'accroltre la quantity d'oligbnucltotides 
ou la quantity d'antigSnes administrde. 

Pour atteindre ce'but, Tinvention a pour objet une dmulsion immunostimulante 
du type huile dans eau. comprenant au moins une phase aqueuse et une 
phase hulleuse, caractdrisde en ce qu'elle comprend en outre au moins un 
25 polynucleotide Immunostimulant dont au moins une partie est coupiee de fagon 
covalente ^ au moins une molecule lipidique. 

Auxfins de invention, on emend par emulsion de type hulle dans eau. 
une dispersions de gouttelettes d'huile dans une phase aqueuse pouvant 6tre 
30 constituee par du tampon tel que le tampon PBS. La phase hulleuse est 
constituee par une. huile phannaceutiquement acceptable, qui peut &tre une 
huile minerale, animate ou v6g6tale. De preference, on utilise une huile 
mdtabolisable telle que le squaldne, les esters (notamment rol§ate d'6thyle, te 
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myristate d'Isopropyle), une huile vegetale( par exemple ThuHe de ricln. Thuile 
de toumesot, Thuile d'olive...)ou encore une huile vegitale modlfide (ex : las 
macrogol glycerides). On peut, notamment, obtenir une Emulsion satisfaisante 
en m^langeant 500 mg de squal^ne a 10 ml de tampon PBS dans un appareil 
5 tel qu'un ULTRA-TURRAX^, puis en microfluidisant la dispersion obtenue 
grace d un microfluidiseur tel que le Mlcrofluidics™, ce qui permet obtenir des 
particules huileuses dont le diamdtre est inferieur & 200 nm. 
Afin de faciliter la formation de rdmulsion, il est possible d'utiliser en outre un 
agent tensio-actif , notamment un agent tensio-actif dont la valeur HLB 

10 balance Hydrophile/Lipophile) est comprise entre 6 et 14. 11 est notamment 
possible d'utiiiser un agent tensio-actif choisi pamni la iiste des produrts 
survants : les esters de sorbitan et les poiysorbates, Thuile de ricin ethoxylde 
hydrogenee ou non. I'adde stdarique dthoxyle, I'alcool olSique 10 OE, i'alcool 
cdtostdarylique 20 OE, le stdarate de giyc6rol, le stearate de propyldne glycol, 

IS ies IScithines, le lauryl sulfote de sodium, le stferate de sodium, le oocoate d^ 
glycerol dthoxyldJOE , les esters de glycdrol 6thoxyid$. les addes olSiques 
6tho)^te, I'oidate de mannitan. On a obtenu de partlculidrement bons rteuitats 
en utilisant du TWEEN ^ 80. 

L'6mulsion obtenue est considdree immunostimulante si elle est capable de 
20 provoquer ou d'accroitre la stimulation du systdme immunitatre, par exemple 
lors de son administration conjointement a un antigdne vaccinal. Dans cette 
application, r^mulsion est utilisee comme immuno-adjuvanL 
• Cette activity immuno-adjuvante peut s'exprimer de difKrentes fa9ons : 

- rendre visible la rfeponse du systeme Immunitaire d Padministration conjolnte 
ZS de rantigene et de i'dmulsion, alors que la reponse a radministration de 

rantlg§ne seul ne Tetait pas. 

- accrottre ie degre de la reponse du systfeme immunitaire sans en modifier la 
nature (par exemple : augmenter la quantite d'anticorps produits), 

- modifier la nature de, la reponse du systSme immunitaire a Tadministration de 
30 rantigene (par exemple, induire une reponse celiulaire alors que 

Tadministration de i'antig^ne seul provoquait uniquement une reponse 
humoraie), 
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- induire ou accroitre la production de cytokines, ou de certaines cytokines en 
particulier. 

Par "polynucleotide" au sens de la prSsente invention, on comprend un 

5 oligonuclSotide simple brin ayant de 6 ^ ICX) nucleotides, de prdf^rence de 6 a 
30 nucleotides. II peut s'agir d'oligoribonucleotlde, ou tfoligodesoxyribo- 
nucidotide. On utilise de preference des polynucleotides comprenant des 
sequences de base a sym6trie inversee, tel que cela est le cas dans ies 
sequences paiindromiques (dest-^ire des sequences de. type 

10 ABCDEFD'CB-A' ou A et A', B et B*. C et C. D at D' E et E sont des bases 
compldmentaires au sens de Watson et Crick), et plus particullgrement des 
polynucleotides comprenant au moins une sequence dinucldotidique Cytosine, 
Guanine, dans laquelie la Cytosine et la Guanine ne sont pas mdthylees. Tout 
autre polynucleotide oonnu pour 6tre. par sa nature mdme, immunostimulant, 

15 peut Gonvenir aux fins de I'invention. Ainsi, il est possible egaiement d'utiliser 
Ies oligonucleotides immunostimulants decrits dans la demande de brevet 
W096/Q2555. On a obtenu de particulierement bons resultats en utilisant un 
polynucleotide dont la sequence des bases est la suivante : 
GAGAACGCTCGACCTTCGAT, 

20 Les oligonucleotides convenant aux fins de Tinvention peuvent se 

presenter sous forme de phosphodiester, ou afin d'etre plus stables sous forme 
de phosphorothioates ou d'hybrides phosphodiester/phosphorothioates. Bien 
qi/il soit possible tfutiliser des oligonucleotides provenant de sources d'acides 
nucieiques existantes tel que FADN genomique ou le cADN. on prefere utiliser 

25 des oligonucleotides de syntliese. Alnsi» il est possible d'eiaborer des 
oligonucleotides sur support solide en utilisant la methode p-cyano ethyl 
phosphoramidite (Beaucage. S.L and Caruthers, M.H. Tetrahedron Letters 22. 
1859 - 1862 (1981)) pour Tassemblage 3-5\ puis on precede a une 
predpltation en ethanol en presence d'acetate de sodium 0,3 M non ajuste en 

30 pH (0,3M en final). On effectue ensuite une precipitation par 4 volumes 
rfethanol e 80% suivi tf un sechage avant de proceder e une reprise par de 
reau pure. 
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Les oligonucleotides phosphorothioates ont un des atomes tfOxygene 
composaat le groupement Phosphate qui est remplac6 par un atome de Soufre. 
Leur synthase peut §tre effectuee cx>mme pr6c6demment decrit, sauf k 
remplacer la solution iode/eau/pyridine tetrahydn^furane qui est utilisee lors de 

5 rstape d'oxydatlon ndcessaire & la synthase des liaisons phosphodlester par 
une solution TETD (tetraethylthiuram disulfida) apportant les ions sulfates 
permettant de produire le groupement phosphorothioate. 

On peut 6galement envisager d*autres modifications des liaisons 
phosphodiesters, des bases ou des sucres. pour modifier les propridtes des 

10 bligonuddotides utilises, et notamment pour accroltre leur stability 

Seton rinvention, on couple au polynuoltetide au moins une mol^cuie 
lipidique de fagon covalente. Cette molecule lipidique est de prdference une 
moldcule de diolestdrol ou de derive de cholesterol. Le couplage peut 6tre 
efltetud par liaison covalente d une ou d chaque extrdmltS du polynucleotide, 

15 ou encore par Insertion a c6t6 de chaque base d'au moins une moldcule 
lipidique. Ce couplagd peut dtre effectud directement lors de la synthase dU 
polynucleotide en utilisant dans le synthdflseur d'oligonucleotides un reactif de 
type Cholesterol Phosphoramidite au lieu du reactif Phosphoramidite 
habituellement utilise. 

20 Les antigenes dont il est possible de potentiaiiser I'effet grdce a 

remulsion selon ia presente invention, peuvent etre de nature variee ; II peut 
notamment s'agir de proteines, de glycoproteines, de glycoconjugues, de 

polyosides ou encore de polynucleotides comprenant des fractions d*ADN 

susceptibles de conduire 6 {'expression de molecules tfinteret ; il peut 

25 egalement s'agir d'un melange de differents antigenes. De particulierement 
bons resultats ont ete obtenus avec une composition comprenant des 
antigenes de la grippe tels qu'ils sont presents dans ie vaccin commercial 
VAXIGRIP™. 

On peut obtenir une emulsion selon rinvention en procedant de la fa^on 
30 suivante : on melange tout d'abord, sous agitation, Thuile avec la phase 
aqueuse constituee eventuellement par une solution tampon dans iaquelle a 
ete incorpore un surfactant Le melange obtenu est homogeneise au moyen, 
par example, d*un agitateur d heiice, afin de conduire k une emulsion du type 
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huile dans eau. De prdfdnence, on traite ensuite remulsion obtenue au moyen 
rfun microfluidiseur afin de reduire les gouttelettes d'huile a un diametre 
infirieur & 200 nm. 

Puis, cette Emulsion etant maintenue sous agitation, on lui ajoute 

S simplement le poiynucltotide auquel a etd couple ie lipide. et on obtient 
rdmuision objet de la prSsente invention. 

Lorsque cette 6mulsion est destinee a fttre utilisde comme immuno- 
adjuvant» on la m§lange sous agitation, d une composition comprenant 
i'antigtoe -dont on souhaite potentiaiiser t'effeL Le mSiange peut §tre 

10 Svantageusement effectud dans un rapport voiumique de 1. On peut, ensuite, 
verifier reffet inattendu et notamment I'effet synergique obtenu sur la 
stimulation du syst^me immunitaire par rutilisation simuitanSe tfun 
potynucleotide coupl6 d au moins une molecule de lipide, et son Incorporation 
d une emulsion de type huile dans eau. 

IS A cette fin, il est possible de r6aliser un test d'lmmunogSnicitS sur des souris 
divistes en plusieurs groupes, h qui on administre, suivant ie groups : 

- soit une composition comprenant unlquement I'antigdne ou le melange 
tfantigftnes vis-d-vis desquels on veut tester i'effet imrounostimulant de 
remulsion selon i'invention, 

20 - soit une composition, comprenant I'antigfene ou les antigfenes dint6ret d 
iaquelle a ajoutee une solution comprenant uniquement des 
polynucleotides couples h au moins une molecule de iipides, 

- soit une composition comprenant Pantigene ou les antigenes d'intirSt & 
Iaquelle a ete ajoutSe une emulsion de type huile dans eau, sans 

25 polynucleotide, ou avec un polynudeotide ddpourvu d'activite 
immunostimulante vis-a-vis des antigfenes administres, 

- soit une composition comprenant Tantigene ou les antigenes d1nt§ret a 
Iaquelle a ete ajoutee une emulsion selon Tinvention. 

30 Pour chacune des souris immunisees, on peut, ensuite, detenniner la 

quantite et la nature des anticorps produits ce qui permet de determiner la 
GMT (ou Moyenne G6om6trique du Titre en Anticorps) ; on peut egalement 
effectuer des dosages des ^okines produites ; en outre, on peut effectuer des 
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dosages permettant de ddterminer la reponse cellulaire du systdme 
immunitaire. 

Les rdsultats obtenus ont montre un effet synergique important des didments 
constKuant rdmulsion selon i'invention. 
S De plus, rdmulsion obtenue selon Tinvention pr^sente una stability 

accrue par rapport aux Emulsions de m§me nature, I.e. celles constituees d*une 
phase aqueuse et d'une phase huileuse identiques, mais ddpoun/ues de 
polynucleotides. 

Les exemples qui suivent illustrent de fagon plus prddse un mode de 
10 Malisation de invention. 

On prepare des oligonucleotides grace d un automate synthdtlseur foumi par 
15 Applied Biosystems qui met en oeuvre la methode chimique standard ^au 

phosphoramidite et qui comporte k cheque cycle une etape d'oxydation. 

Cette etape d'oxydation est realisSe au moyen tfune solution 

lode/eauftdtrahydrofurane/acetonitrile pour obtenir une liaison phosphodiester 

et au moyen d'une solution tetradthylthluram/acetonitrile pour obtenir une 
20 liaison phosphorothioate. On prepare ainsi un oiigonucidotide 3 Db(S) dont Ja 

sequence est reproduite sous SEQ ID NO 1 et qui comporte des liaisons 

phosphorothioatesur touts sa longueur. 

On prepare . 6galement un oligonucleotide MGC (S) dont ia sequence est 
reproduce & SEQ ID NO 2, qui comporte d la fbis des liaisons phosphodiester 
25 et des liaisons phosphorothioate. Les liaisons phosphorothlate sont situ6es a 
chaque extrdmite ; il y a 2 liaisons phosphorothioate en 3' et 5 liaisons 
phosphorothioate en 5'. Cat oligonucleotide ne possdde pas de sequence 
palindromique, et notamment pas de sequence CG. 

30 Exemole 2 

On prepare des oligonucleotides auxquels sont couples aux extremites des 
molecules de cholesterol. La synthese de ces oligonucleotides 3 Db(S>chol et 
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MGC(S)-chol est effectuee de la meme maniere qu'a Texemple 1, S l*exception 
du reactif Phosphoramidite qui est remplace par un reactif specifique, le 
Cholest6rol-ON^ Phosphoramidite fourni par la societe CLONTECH Lab. Inc. 
(USA), lors du premier et du demier cycle de synthase afin rfobtenir une 
5 molecule de cholesterol Insdrde avant chacun des nucltetides d'extrSmitd. 
Les sequences de nudiotides obtenues sont identlques g celles des 
oligonucleotides ddarrts a I'exemple prdcSdent 

Exemole 3 

10 

On dispose de 10 ml de tampon PBS auxquels on ajoute 25 mg de Tween^BO 
et 500 mg de squalene. Le melange obtenu est 6mulsionn6 grace d un appareil 
ULTRA-TURRAX~ T25 pendant 1 min d 13500 tours/mln. 
U^ulsion obtenue est ensuite fluidisde grdce d un traitement de 5 cycles d 
IS 500 Psi dans un microfiuidiseur Micrafluidics^. 

Exemote 4 

Preparation tfune Emulsion squai&ne/PBS comprenant des poiynucleotides 

20 coupISs h du cholesterol. 

On prepare une. emulsion immunostimulante selon invention en melangeant 
435 ^1 de la solution d 2.3 g/l de 3Db(S) coupIS au cholesterol obtenue a 
Texemple 2 (soit 1 mg d'oligonucleotideX avec 2 ml de Temulsion 
squalene/PBS obtenue a I'exemple 3. maintenue sous agitation. 

25 On prepare une autre emulsion en melangeant 263 jxi de ia solution k 3.81 g/l 
de MGC(S) couple S du cholesterol obtenue S Texemple 2 (soit 1 mg 
d'oligonucieotide) avec 2 mi de Temutsion squal6ne/PBS obtenue a I'exemple 
3, maintenue sous agitation. 
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Exemple 5 

Preparation des compositions d'immunisation. - 
On prepare des doses d'immunisatlon de diffSrentes natures en ajoutaht sbuis 
S agitation 2 mi de vaccin sptittd contre ia grippe NIB1 6 (monovalent A/Singapore 
H1N1} contenant 100 d'hdmagglutinine HA en tampon PBS d 2 ml de 
chacune des preparations suivantes : 

- tampon PBS 

10 - solution MGC(S) olatenue & Pexemple 1 , 

- solution MGC(S}>diol obterue d Texample 2, 

- emulsion MGC(S}-chol obtenue i I'exsmple 4. . 

- solution 3Db(S} obtenue & VexmnfAB 1, 

• solution 3Db(S)-diol obtenue d Pexemple 2, 
IS - emulsion 3Db(S)Hiiol obtenue h rexempia 4. :r 

Example 6 

Immunisation. 

20 On dispose de groupes de 6 souris Balb/c fsmelles figees de 6 d 8 semialhes. 

diaque groupe correspondant e una des preparations effectuees d fexemple 6. 

Chacune des soufis est Immunisee avec 200^1 de la preparation correspondant 
son groupe et reQOit dcmc S^g de HA par immunisation, cheque souris etant 

immunisee 2 fois e 3 semaines d'inten/alle, avec la m§me preparation. 
25 2 semaines aprfes ia deuxiSme injection, on mesure la reponse en anticorps 

specifiquBs anti-HA, grdce 6 un test ELiSA. et on determine la GMT pour les 

IgGI ainsi que pour ies igG2a. 
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Les resultats obtenus sont indiquds ci-apres : 



GMT/lg61 GMT/lgG2a 

HAuniquement 38062 2137 

5 HA/MGC(S) 37518 1050 

HA/MGC(S}-Chol 28039 1 498 

HAAAGC(S)-choVdmulsion 264776 26 981 

HA/3Db(S) 63939 43529 

HA/3Db(S)-chol 65904 31066 

10 fiA;3Db(S)-chol/imulsion 611301 218142 



Les resultats obtenus confinnent que I'oligonudiotide 3Db(S) est bien dotd de 
propridtds immunostimuiantes car il est capable d'induire un aocroissetnent de 
la r^ponse en anticorps par rapport d ce qui est obtenu iors de I'admlnistration 

IS des antigdnes seuls. Par contra,- les rSsultats obtenus avec 1'oKgonudeotide ■ 
MGC(S) ne d^montrent pas d'activltS Immunostimulante . 
□'autre part, on rennarque que, de fa^on inatterxlue, I'emulsion contenant un 
polynucleotide immunostimulant tei que le poiynudtetide 3Db(S) conduit d une 
production d'anticorps nettement supirieure h celle obtenue avec une 6muision 

20 contenant le polynucleotide MGC(S)-chol: cet efFet est encore plus 
remarquable en ce qui conceme la production d']gG2a; ce qui est indicateur 
d'une orientation de ia reponse immunitaire vers un type TH1, orientation 
parfois souhait^e dans certaines cibles vaccinates. 

En effet, en considerant que {'effet attendu d'une emulsion est I'effet obtenu 
25 avec I'emulsion HA/MGC(S)-cliol. ( {'oligonucleotide M6C(S) n'ayant par lui- 

mfeme aucun effet immunostimulant vis-a-vis des antigenes administres ainsi 

que ceia est analyst ci-dessus), on note un effet synergique important de 

I'emulsion selon I'invention car le titre obtenu pour la production d'anticorps. 

que ce soit pour les igGI ou de fagon plus nette encore pour les lgG2a, est 
30 nettement sup6rieur k ia somme des litres obtenus s6par6ment pour chacune 

des 2 compositions (emulsion HA/MGC(S) d'une part et solution HA/3Db(S) 

d'autre part) 
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Exemole 7. 

On prepare des compositions vaccinales comprenant les §l6ment5 suivants: 

- antigenes sous-unitaires centre le RSV (ou Virus Syncitial Respiratoire) en 
5 presence de gel d'aluminiumt a raison de 1 pgramme de proteines totales 

(Prot6ines F. G et M) 
en tampon PBS ou addittonnd suivant le cas des didments suivants: 

- solution 3Db(S) obtenue d Fexempte 1 , 

- Emulsion 3 Db(S) obtenue a Texemple 4, 
10 emulsion MGC(S) obtenue d Fexemple 4. 

Les doses sont de SOplitres et comprennent 50 microgrammes 
d'olfgonucldotides. 

Ces compositions sont edminlstr§es & des souris d JO et d J28; 5 a 6 semaines 
15 aprte I'injection da rappel, on preleve les rates des souris afin tf6valuer la 
quantity d'interfeipn y produite. 

On obtient les rdsultats suivants, ^s dosage ELISA effectud apr&s 
restimulation secondaire in vitro: 





Quantit6 d* Interferon en pg/ml 


Antigdnes /^uvarrt aluminium 


3432 


• 


2565 




2998 


Antigenes + Adjuvant aluminium 


13400 


+ 3 Db(S) 


9543 




1147 


Antigenes + Adjuvant aluminium 


5130 


•t- dmulsion MGC(S) 


9216 




7173 


Antigenes * Adjuvant aluminium 


S7394 


emulsion selon i'ihvention 


42285 




49839 
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Ces r^suitats montrent clairement ia synergie obtenue en utilisant m 
oiigonuclioticle immunostimulant et une emulsion selon i'invention foreqi/on 
s'int6resse au RSV et qu'on observe la production d'inteifdron y qui est un bon 
5 indlcateur de la rSponse TH1 . 

On prepare des doses d'immunisation identiques h celies de rexempie 7, & 
10 rexception des antigdnes RSV qui ne sont pas en prdsmce de. gel 
d'alumlnium. Les doses de 50|jlitres sont adminlstrtes en intramuscuiaire d des 
groupesdeiBsouils. 

4 Bwnaines aprte rimmunisation, les sourls sent salgndes et les taux 
d'anticorps antl-proteines F sont ddterminSs par titrage ELISA. Les rSsuKats 
IS obtenus sont rtcapltul^s dans le tableau suivant : 
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IgG 


IgGI 


lgG2a 


Antigdnes * PBS 


100 


100 


100 






100 


100 


100 






100 


100 


100 






100 


100 


106. 






100 


100 


100 




Antigdnes-i- 


6400 


400 


6400 




3Db(S) 


6400 


400 


12800 






12800 


800 


6400 






6400 


400 


3200 






3200 


100 


25600 






6400 


400 


25600 




Antjgdnes 


128P0 


1600 


6400 




dmulsion MGC(S) 


6400 


400 


100 


■! * 




51200 


6400 


100 , 






25600 


1600 


100 






25600 


1600 


100 




Antigdnes * 


25600 


1600 


25600 




dmuision sslon 


12800 


400 


12800 




rinvention 


51200 


1600 


25600 






102400 


6400 


1600 






51200 


3200 


25600 





Ces rdsultats confirment rintdr§t cf utiliser une emulsion selon ['invention dans 
le cas ou tes antigdnes sont les antigdnes du Viais Syncttial Respiratoire. 
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REVENDICATIONS 

1. Emulsion immunostimulante du type huile dans eau. comprenanl au 
5 moins une phase aqueuse et une phase huileuse, caract6risee en ce qu'elle 

comprend en outre au moins un polynucleotide immunostimulant dont au moins 
une partis est couplde de fapon covalente i au moins une molecule lipidique. 

2. Emulsion selon la revendication 1, caract6ris6e en ce que la molecule 
10 iipidique est une molScule de cholestdrol. 

3. Emulsion selon une des revendications pr6c§dente$, caracterlsee en 
ce que le polynucleotide immunostimulant comprend au moins une sequence 
palindromlque. 

15 

4. Emulsion selon une des revendications prdcddentes, caractdrisde en 
ce que ie polynucleotide immunostimulant est un oiigodesoxynucldotide 
phosphodiester, phosphorothioate ou un hybride phosphodiester 
phosphorothioate'. 

20 

5. Emulsion selon une des revendications precedentes, caractfirisee en 
ce que le polynucleotide immunostimulant comprend une sequence 
GAGAACGCTCGACCTTCGAT. 

25 6. Emulsion selon une des revendications precedentes caracterlsee en 

ce que la partie coupiee a au moins une molecule Iipidique est situee & 
rextremite 5* du polynucleotide. 

7. Emulsion selon une des revendications precedentes, caracterisee en 
30 ce que la molecule Iipidique est une molecule de cholesterol. 

8. Emulsion selon une des revendications precedentes. caracterisee en 
ce qu*elle comprend, en outre, au moins un surfactant 

35 g. Emulsion selon la revendication 8, caracterisee en ce que le 

surfactant est du Tween 80. 



jMomstst 
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10. Emulsion sslon uhe cfesi reyendications 1 k 9. caract6risto en ce que: 



11 Comi»sitloin y^cdn^^^ oo^xenanNu rnoins un 8^ 
S caraetiHade eh pe.x^elie cbmprmd en outre unie^lSmJl$1on Iirbwosti^ 
. selonunmdesrev^^ 

ll CompipsittQn vacdnale seloh 1^^^^ prte6d0nte, carao^ 

tdrisde «\ oe iqu'eile j^bn^^ eu nrains uri antig^ne vaccinal contra la giippaiv 



10 



1$ 



20 



13. Composition vacdnare iision la revendication 11^ ca«ddr1s6e en ca 
qu'alle cpmp^Bnd l i^^^^^^^ un aiil^^ vaodnal du Vims Syncltial 
Rei^r|tolrB.t' ' ' 

:• . ' , - • . i ' . 

>14. Utilisation ff una Emulsion selon unedes revendications I d 10. pout; 



>. pour 



15. 



18. 



i.poMr 



la fabriiBBtioh d^h rn^dicarnert^ indulrela s6cr6tiorvd'interf6rt>n y.. 
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(1) INF0RM21TI0NS GEMERALES: 

(i) DEPOSAHTs 

(A) NOM: Pasteur Msrleux Serums & Vaccias 

(B) RVE: 58 avenue Leelerc 

(C) VIX1Z.B: Lyon 
(S) PAYS: France 

(F) CODE POSm: 69007 

(G) mSPEONE: 33 (01 4 72 73 70 90 
(K) TSLECOPIEi 33 (0) 4 72 73 78 50 

(ii) TITRE DE Ii' IKVENTZOK: EimXalon imnunostiiouXante 

(ill) NOMBRB DB SEQKrOfCESs 2 

(iv) FORME DECHZFFIU\BLE PAR ORDIMATEURs 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDIKAIEUR: IBM PC coR^atlble 

(C) SYSTEMS D' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIBL: Patentin Release #1.0, Version #1.30 (0S3) 

(2) INFORMATIONS POUR LA 5EQ ID KOi 1: 

(i) CABACTERISTIQUES DB LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires da bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRIMS: sii^jle 

(D) CONFIGURATIONS lin,aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucl/ique 
(xl) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 
GAGAACGCrC GACCTTCGAT 20 



' (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO:. 2: 

(1) CARACTSRISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATIONS lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nueleique 
(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2s 
GG6GTCAA6C TTGAGGGGGG 



